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1993 Mohamed, 14 ans, pas d’antécédent

Tableau brutal : fievre a 39°C avec frissons, douleurs et impotence fonctionnelle du Ml gauche
Arthrite du genou clinique + douleur intense a la palpation de I'épiphyse fémorale inférieure
Hémocultures positives a S. aureus méti-S (par ailleurs multi-sensible)
Radiographies simples normale

Echo : épanchement articulaire, pas de collection. Ponction positive a MSSA .

Diagnostic d’OSTEOMYELITE AIGUE HEMATOGENE
OXACILLINE IV + acide fusidique
Rash a J8 : relais a J8 par CLINDAMYCINE per os pour 6 semaines au total

Bonne évolution immédiate
Douleurs récidivantes (quelques jours, tous les hivers)




2015-16 36 ans, préparateur de commandes

Persistance de I'épisode douloureux hivernal ...
Douleurs devenant continues, insomniantes avec boiterie

OSTEITE (trés) CHRONIQUE OSTEITE

CHRONIQUE

Fémorotomie, curetage
Prlvmts : stériles, PCR 16+ MSSA — Redon + MSSA

CEFAZOLINE — RIFAM (2 sem)

RIFAM — OFLOXACINE (total : 3 ms) Abceés de

Broadie

Séquestre

Bonne évolution




Staphylococcus aureus : entre virulence et persistance

Densité bactérienne

Facteurs associés I 0,, nutriments | el ol e
a la paroi Autoinducing | | sécrétés

peptid (API) 1

Adhesines (MSCRAMM:s) Exotoxines
Fibronectin-BPs - Toxines superantigéniques :
Collagen-BP TSST-1, SEA, ...

Bone sialoprotein-BP - Hémolysines : a-toxin, 8-toxin ...

- Pore-forming toxins : PVL ...

11
11
Accessory gene
regulator (AGR)
SarA, SaeRsS, SrrB, CcpA

Protéine A - Enzymes : Staphylokinase,
binding to Ig and vWF proteases, lipases, ...
Echappement du Adhesines (SERAMs)
\ . . - Coagulase, Efb, Emp ...
systeme immunitaire
A

capsule —” Stress métabolique

Paroi Phénotypes persistants

Modification du phénotype (biofilm, variants microcolonies)

D’apres Ferry et al. Curr Infec Dis Rep 2005



Initiation de l'infection : toxines et adhésines

- PSMs : a et B, delta-hémolysine (hld)
. Cytotoxicité (incluant cellules osseuses)
. Activation neutrophilique et relargage cytokinique
‘ . Echappement PNM et ostéoblastique, dissémination
Pro-virulence . Destruction osseuse (inflammation, impact sur le remodelage)

Cytolytic toxins
Dissemination

- HLA : cytotoxicité, inflammation, activation OC

- PVL (lukS-lukF)

Pore-forming toxin, cible PNN, nécrose et relargage cytokinique
Corrélée a la sévérité locale / générale de I'lOA

- Map (MHC class Il analogue protein)
Inhibition de la réponse cellulaire T

V Innate and adaptive

Immune response

INVASION
DISSEMINATION

Butrico et al, Toxins 2020



Initiation de l'infection : toxines et adhésines

\ Pro-virulence
‘. Cytolytic toxins
PV PSMs Dissemination

Pro-persistance
MSCRAMMSs
Enhanced biofilm

Map V Innate and adaptive \(

immune res ponse

A
INVASION CHRONICITE
DISSEMINATION PERSISTANCE
rico et al, Toxins 2020




Initiation de l'infection : toxines et adhésines
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Josse et al, Front microbiol 2005

IOA d’INOCULATION

Quantité de S. aureus nécessaire a I'obtention
d’une infection / 100 000 en présence de matériel

Idem S. epidermidis, P. acnes

Elek et al 1957 — Zimmerli et al, JID 1982

IOA HEMATOGENES

Sendi 2010 30 40%
Murdoch 2001 44 34%
Lalani 2008 29 38%

Risque de greffe bactérienne en cas de bactériémie
S. aureus = 40% vs autres germes = 1-2%



Implications thérapeutiques : thérapies et prophylaxies ciblées ?

Modele lapin d’infection de prothése articulaire a S. aureus USA300

Randomisation pour injection 12h pré-opératoire
- lg polyvalentes
- MEDI6389 : mAb anti-S. aureus ciblant AT, PVL, lukED, gamma-hémolysine et CIfA

Données personnelles — Article soumis



Implications thérapeutiques : thérapies et prophylaxies ciblées ?
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Chronicité : importance du concept

. Diagnostic
Inoculation Début de prise en charge
> 3-4 semaines

| |
| |
/ hsem \
l SMALL COLONY

VIE INTRACELLULAIRE VARIANT (SCV)

™ -2

< 3-4 semaines

IOA AIGUE

BIOFILM




Biofilm

Biofilm et séquestre osseux
Evans et al. Clin Orthop 1998: 243-249



Biofilm

 Adhésion
Adhésines

 Multiplication

 Cohésion
PNAG (ica), FnBP, ADN ...

* Maturation

* Coordination : « quorum sensing »
(densité bactérienne, environnement)

Dispersion des bacténes planctoniques

<
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Adhésion mitiale au
matériel

Adsorption passive

Adhésion via les
MSCRAMMs
Cohésion cellulaire

Accumulation
d’exopolysacchandes,
protéines (Bap, SasG, SasC,
FnBP ...) et ADN

Olson, J Biomed Mater Res 1988 — Costerton, Science 1999 — Arciola, Biomaterials 2012 — Brady, FEMS Immunol Med Microbiol 2008




Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

ESCMID GUIDELINES

ESCMID* guideline for the diagnosis and treatment of biofilm infections
2014

Infections liées au matériel Infections chroniques

____________________________
____________________________

____________________________

[[[ Sondes orotrachéales | oo Qtiteschroniques). | - Aucun test de sensibilité aux antibiotiques des bactéries en
,::::::::;:::::I::;::::::: End dites infecti ! . . PR . N , .
" Cathéters vasculaires N biofilm n’est prédictif du succés thérapeutique actuellement
: i |~ Preumopathies ]
- {artéricls etyeinewy) chez les patients :
g Valves capdlagues et L SUERE Se Ducoviecios: - En cas d’infection sur matériel, éradication par ATB seuls
__stimulateurs cardiaques _; i ) o : ) . .
__________________________ possible uniqguement si évolution < 3 (hématogene) a 4

____________________________ Infi : Hp ! o .

Cathéters vasculaires ;s ercétg?dnhs’:rr‘ntr;c;nres | (|n0CU|at|0n) sem

____________________________

___________________________

____________________________

- Importance des ATB « anti-biofilm », notamment en cas de
traitement conservateur

____________________________

i Protheéses articulaires et

____________________________

____________________________

___________________________



Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

Mécanisme de « tolérance » aux antibiotiques (# résistance)

Architecture du biofilm
Barriere physique a la pénétration

Adsorption des antibiotiques
Ex : S. aureus et PNAG,
acides téchoiques

Induction de genes de

résistance spécifiques \
Ex : pompes a efflux ndvB

+ augmentation fréquence
mutations

o &
Effet inoculum : densité

bactérienne importante

Inactivation par les
enzymes matricielles

Réduction du métabolisme bactérien
- Faible multiplication
- Diminution de I'expression des protéines
membranaires (porines)
- Anaérobiose et inactivité des
aminoglycosides

Stewart, Lancet 2001 — Cremet, DMID 2013 — Richards, Chembiochim 2009 — Olsen, Eur J Microbiol Infect Dis 2015




Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

Role of Biofilms in Antimicrobial Resistance

RobNEy M. DoONLAN ASAIO Journal 2000

Table 2. Antibiotic Susceptibility of P. aeruginosa ATCC 27853 as a Planktonic Population (MIC) and as a Biofilm Population
(MBEC)as Derived by the NCCLS Assay and an Assay with the CBD*

MIC (ng/ml) MIC (ng/mi) MBEC (ng/mi) MBEC (ng/ml)
Antibiotic NCCLS Assayt Assay with CBDt Agsot 0 CFU/pegt
Amikacin 2 4 16 16
Aztreonam 2 4 =1,024 =1,024
Ceftazidime 1 2 =1,024 =1,024
Ciprofloxacin 0.25 0.25 ‘ 4 4
Gentamicin 2 4 128 128
Imipenem 1 4 >1,024 >1,024
Piperacillin 2 16 =>1,024 =>1,024
Tobramycin 0.5 1 2 2

Table 3. Antibiotic Susceptibility of|S. aureus]ATCC 29213 as a Planktonic Population (MIC) and as a Biofilm Population (MBEC)
the NCCLS Assay and an Assay with the CBD*

MIC (wg/ml) MIC (ng/ml) MBEC (ng/ml) MBEC (ng/ml)
Antibiotic NCCLS assayt Assay with CBDt Aot 0 CFU/pegt
Cefazolin 0.5 0.5 =>1,024 >1,024
Ciprofloxacin 0.25 0.5 512 512

Clindamycin 0.12 0.25 128 256
Gentamicin 0.5 0.5 2 2
Oxacillin 0.12 0.25 ‘ =1,024 =1,024
Penicillin 1 4 128 128

Vancomycin 1 1 =>1,024 >1,024




Implications thérapeutiques : tolérance anti-microbienne au sein du biofilm

Journal of
J Antimicrob Chemother 2014; 89 Suppl 1:137 -i40 AntlmlcrOblu"
doi:10.1093/jac/dku254 Chemotherupy

Impact of bacterial biofilm on the treatment of prosthetic joint infections

Cédric Jacqueline* and Jocelyne Caillon

Inhibition of Bactericidal

biofilm formation Biofilm activity in
Antibiotics (adhesion) penetration biofilm
Vancomycin + ++ 4+
Linezolid + 4 4
Daptormycin + —— o
Rifampicin + et a4
Moxifloxacin + ++ 4+
Rifampicin+daptomycin + +++ +4++
Rifampicin+-vancomycin + ++ ++
Rifampicin+linezolid + +++ 4+t




Interactions avec les cellules osseuses

Van de Velde H.

Etude sur le mécanisme de la virulence du
staphylocoque pyogéne.

La Cellule 1894;10:403-60.

THE SURVIVAL OF STAPHYLOCOCCI WITHIN HUMAN
LEUKOCYTES*

By DAVID E. ROGERS,{ M.D., axp RALPH TOMPSETT, M.D,

(From the Department of Medicine, New York Hospital-Cornell
Medical Center, New York)

PraTEs 8 10 10
(Received for publication, October 10, 1951)




Interactions avec les cellules osseuses

Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

Bettina Loffler*, Lorena Tuchscherr, Silke Niemann, Georg Peters

International Journal of Medical Microbiology 304 (2014) 170-176

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales

- Cellules épithéliales

- Kératinocytes

- Fibroblastes

- Leucocytes




Interactions avec les cellules osseuses

Staphylococcus aureus persistence in non-professional phagocytes

Bettina Loffler*, Lorena Tuchscherr, Silke Niemann, Georg Peters

International journal of Medical Microbiology 304 [2014) 170-176

Décrit avec de nombreux types cellulaires
- Cellules endothéliales

- Cellules épithéliales

- Kératinocytes

- Fibroblastes

- Leucocytes

.... et les cellules osseuses !

Mini Review
Interaction of staphylococci with bone
John A. Wright, Sean P. Nair *

International Jourmal of Medical Microbiology 300 (2010) 193-204

Bosse, 2005
Ostéite chronique
ME




Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes

S. aureus

FnBP

‘ Fibronectine

1 Intégrine o541 ’

Membrane cellulaire

Traction du Invagination de la ) VUCU?/E .
cytosquelette membrane d ;n/t;ernallsatlc))n
phagosome

Microscopie électronique
Hoffmann et al.
Eur J Cell Biol 2011




Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes

S. aureus

FnBP

‘ Fibronectine

1 Intégrine o541 ’

Membrane cellulaire

Traction du Invagination de la " Vacuq/e )
cytosquelette membrane d’internalisation
(phagosome)
?fmntiers _— REVIEW l l
in Cellular and Infection Microbiology o5 10 2o et 2015 00085
Cytotoxicité Persistance

Staphylococcus aureus vs. Ech ti itai
Osteoblast: Relationship and Chappement immunitaire
Consequences in Osteomyelitis SCV
Jérdme Josse, Frédéric Velard and Sophie C. Gangloff *
EA 4597 Biomatéraux st iflammation an sife ossewx, Po Santd, Universite de Rsims Champagne-Ardenne, Rsims, France Phé no méne ada ptatif




Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes

S. aureus

FnBP

‘ Fibronectine

1 Intégrine o541 ’

Membrane cellulaire

Traction du Invagination de la ) VUCU?/E .
cytosquelette membrane d ;n/t;ernallsatlc))n
phagosome

;‘fmntiers et o r EVIEW
in Cellular and Infection Microbiology 10 3380 fcimb 2015, 00085

dioi: 10.3389/fcimb. 201500085

Staphylococcus aureus vs.
Osteoblast: Relationship and
Consequences in Osteomyelitis

EurJ Cell Biol 2011 Jéréme Josse, Frédéric Velard and Sophie C. Gangloff*

Microscopie électronique
Hoffmann et al.

EA 4597 Biomatériaux et inflammation an site assewx, Pdle Santd, Liniversite de Reims Champagne-Ardanne, Reims, France




Interactions avec les cellules osseuses : ostéoBlastes

l' frontiers
in Microbiology  Juy 2016 | voume 7 | Aricie 1063

Pathophysiological Mechanisms of
Staphylococcus Non-aureus Bone
and Joint Infection: Interspecies
Homogeneity and Specific Behavior
of S. pseudintermedius

Yousef Maali'?, Patricia Martins-Simd&es'?, Florent Valour'<, Daniel Bouvard+*s,

Jean-Philippe Rasigade’s, Michele Bes®, Marisa Haenni’, Tristan Ferry*=,
Frédéric Laurent’2£* and Sophie Trouillet-Assant’*

Evaluation de I'adhésion et internalisation dans les ostéoblastes
de 16 especes de SCN (souches cliniques responsables d’|OA)

Faible capacité d’internalisation et de persistance des SCN
a l'exception de S. pseudintermedius
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Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire

BAAC

6 -
5 Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus
Florent Valour,®® Sophie Troulllet-Assant,” Matacha Riffard,® Jason Tasse,® Sacha Flammier,® Jean-Philippe Rasigade,®-©
4 L Christian Chidiac,®" Frangols Vandenesch,”™® Tristan Ferry,® Frédéric Laurent,™*® on behalf of the Lyon Bone and Joint Infection
study Group
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Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire

BAAC

Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus

Florent Valour,®® Sophie Troulllet-Assant,” Matacha Riffard,® Jason Tasse,® Sacha Flammier,® Jean-Philippe Rasigade,®-©
Christian Chidiac,®" Frangols Vandenesch,”™® Tristan Ferry,® Frédéric Laurent,™*® on behalf of the Lyon Bone and Joint Infection

Study Group
¥k xk Importance de la localisation intra-cellulaire
l - S. aureus : endolysosomal, cytoplasme (30%)
Alog10 pour 1 - Vancomycine : tres lente diffusion lysosomale
100,000 cellules ik

- - *h%

*k%k Fkk




Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire

*%k k%

Alog10 pour

BAAC

Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus

Florent Valour,®® Sophie Troulllet-Assant,” Matacha Riffard,® Jason Tasse,® Sacha Flammier,® Jean-Philippe Rasigade,®-©
Christian Chidiac,®" Frangols Vandenesch,”™® Tristan Ferry,® Frédéric Laurent,™*® on behalf of the Lyon Bone and Joint Infection
Study Group
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Implications thérapeutiques : cibler le réservoir intracellulaire

AAC
6 - cumals ASMorg
5 Antimicrobial Activity against Intraosteoblastic Staphylococcus aureus
Florent Valour,®® Sophie Troulllet-Assant,” Matacha Riffard,® Jason Tasse,® Sacha Flammier,® Jean-Philippe Rasigade,®-©
4 L Christian Chidiac,®" Frangols Vandenesch,”™® Tristan Ferry,® Frédéric Laurent,™*® on behalf of the Lyon Bone and Joint Infection
study Group
3 1 I *K kK Importance des conditions physico-chimiques
2 - - pH optimal : rifampicine
Aloe10 1 - - pH et conformation PLP : oxacilline
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Interactions avec les cellules osseuses : ostéoClastes

Progéniteur
ostéoclastique

Ostéoclaste
multinucléé

Ostéoclaste

mature

Ostéoblastes
infectés

°®—_.

Sécrétion de cytokines
pro-inflammatoire;

osteoclastogenése

Impact direct de S. aureus sur la résorption osseuse

Condition i
physiologique @ ! > >
i Impact indirect de S. aureus sur la résorption osseuse
S. aureus i Macrophages
. i ®
Infection : ®

v



Small colonie variants (SCVs)

Modifications phénotypiques réversibles

Adaptation a un environnement hostile : os, biofilm, intracellulaire
* Croissance lente (temps de doublement x 10)
* Petites colonies atypigues ~FEE======= \
e Résistance accrue aux antibiotiques
 Adhérence +++
e Survie intracellulaire +++
e Révertant

Environmental

stress
B ———

Staphylococcus aureus Small Colony Variants
in Prosthetic Joint Infection

Parham Sendi’ Markus Bobibach,' Peter Graber' Bona Frai,” Poter E Dehamer,” and Wernee Finearli’
Lt af Infectious Disseses, Basal Univirsity hidical Chaic Lisstal and “Cinc af Onhopodic Sungery, Kasloasopit, Lisstal, and "Michotiokegy
Labaraiory, Unsarmsy Hapital Hasel, Bael, Switzri

Sendi et al. Clin Infect Dis. 2006

Décrits dans de nombreuses situations cliniques
(I0A, infections / matériel, mucoviscidose ...)

... et chez de nombreuses espéeces
(staphylocoques, Pseudomonas, E. coli, P. acnes ...)

Proctor, Nat Rev Microbiol 2006 — Proctor, CID 1995 — Tuchscherr, JID 2010 — Tuchscherr, JAC 2016



Small colonie variants (SCVs)

Journal of
J Antimicrob Chemother 2013; 68: 1455-1464 AntlmlcrOblul'
doi:10.1093/jac/dkt072 Advance Access publication 13 March 2013 Chemotherapy

Antibiotic activity against small-colony variants of
Staphylococcus aureus: review of in vitro, animal and clinical data

Laetitia G. Garcial, Sandrine Lemaire!, Barbara C. Kahl? Karsten Becker? Richard A. Proctor?, Olivier Denis®,
Paul M. Tulkens! and Frangoise Van Bambeke!*

Données in vitro

Limites - caractere révertant
- CMI développées pour bactéries a
croissance rapide

Réduction d’activité
- aminoside +++
- cotrimoxazole +++
- ATB actifs sur la paroi : BL, GP, DAP

Données in vivo : conflictuelles +++

Trés peu de données cliniques

Fo=======

V '

Environmental

(RS8P stress

Proctor, Nat Rev Microbiol 2006 — Proctor, CID 1995 — Tuchscherr, JID 2010 — Tuchscherr, JAC 2016



Small colonie variants (SCVs)

Clinical Characteristics and Outcomes of Prosthetic Joint Infection
Caused by Small Colony Variant Staphylococci

Aaren ). Tande,»® Douglas R. Osmon,® Kerryl E. Greenwood-Quaintance,” Tad M. Mabry,® Arlen D. Hanssen,® Robin Pate?-54

mBic  September/October 2014 Velume 5 lssue 5 201910-14

38 subjects (34%) with SCVs and 75 (66%) with only normal-phenotype (NP) bacteria

Retrospective series of 113 patients with
staphylococcal PJI, with prospective testing
of archived sonicate fluid samples

Characteristic? ROV
Yes(n = 38) Mo {n = 75) Fvalue
Orthopedic history
Toint age in d.ars, median [rangt] 1,295 (216=13,712) 646 (23-11,883) 0007
Prior arthroplasty revision 32 (84.2) 52 (70.3) 017
Time since last surgery in days, 743 (31-10,030) 306 (20-8,686) <0.0001
median (range)
Cemented arthroplasty 3% (868 G0 (B00) .44
Antibiotic-loaded cement in place A {44.4) 16 (39.0) 0.78
Aminoglycoside in cement® Ti38.9) #119.5) 01
FII history
Sinus tract 11 (28.9) 19(25.3) 082
Duratien of PJI symptoms in days, 491 (14-2,306) 165 (2-1,656) 0.0003
median (range)
Prior surgery tor this PJI 23 (60.5) 281(373) o3
Cumnlative antibiotic days in prior 66 {0-180) 13 {0-180) 037
& mo, median (range)
Receiving 120 or more days of 16 (42.1) 17(22.7) 0.048
antibiotics in prior & mo
Serum WEBC in 107 cellsfliter, 74 [4.5-11.7) 7.9 (3-233) 013
median (range)
Serum ESE in mm/h, 46 (5-111) 43 (3-123) .54
median (range)
Serum CRP in mg/liter, 23 (5-222) 44 (3-269) 0.2
median {range)
Preoperative SF aspirate 26 (68.4) 51 (BE.0)
SFWBC in cellsfpl, 28,574 (8,175-155,000) 44,275 (629-1,071,472) 013
median {range)
SF n-cutmphi] b, 88 (759-98) 91 (51100} (.84

median (range)




Small colonie variants (SCVs)

Clinical Characteristics and Outcomes of Prosthetic Joint Infection

Caused by Small Colony Variant Staphylococci Retrospective series of 113 patients with

staphylococcal PJI, with prospective testing

Aaren ). Tande,»® Douglas R. Osmon,® Kerryl E. Greenwood-Quaintance,” Tad M. Mabry,® Arlen D. Hanssen,® Robin Pate?-54 Of a rChived son icate fl U|d sam p|eS

mBic  September/October 2014 Velume 5 lssue 5 201910-14

38 subjects (34%) with SCVs and 75 (66%) with only normal-phenotype (NP) bacteria
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Duration in days until last follow-up or treatment failure

Treatment failure predicitve factor = S. aureus (HR, 4.03; 95%Cl, 1.80-9.04)

SCVs associés a la chronicité sans impact sur le pronostic




Adaptation bactérienne

IOA aigueée IOA chronique

SCVs
T Toxines 1 Adhésines | Toxines T Adhésines
Agression tissulaire d Inflammation, dommages tissulaires
Réponse immunitaire / inflammatoire - Echappement au systeme immunitaire
- Destruction cellulaire -« Tolérance » aux antibiotiques
- Invasion et destruction tissulaire ‘

DEBRIDEMENT, ABLATION MATERIEL
CHOIX DES ANTIBIOTIQUES : rmp, fq, dap
THERAPEUTIQUES CIBLEES ?
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